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Utilisation de composes polyphenol iques ou de leurs derives comme capteurs 
de radicaux libres dans les f litres de cigarette. 

La presente invention a trait a Tutilisation de composes 
polyphenoliques ou de leurs derives comme capteurs de radicaux libres dans 
les filtres de cigarettes. 

De nombreux composes polyphenoliques sont connus pour leurs 
proprietes benefiques dans des domaines aussi varies que I'hypertension, 
I'hypercholesterolemie, impliquee dans les maladies cardiovasculaires, les 
infections virales, ou encore les phenomenes inflammatoires. Les activites 
anti-lipoperoxydantes et anti-carcinogenes de certains polyphenols ont 
egalement ete decrites. 

Par ailleurs, Incorporation des polyphenols du the vert dans un 
filtre de cigarette a ete envisagee pour eiiminer I'odeur deplaisante des 
cigarettes. 

Les auteurs de la presente invention ont a present decouvert que 
('incorporation de polyphenols ou de leurs derives dans le filtre d'une cigarette 
permet d'eliminer efficacement les radicaux libres des molecules cytotoxiques 
de la fumee de la cigarette lors de leur passage a travers le filtre. 

La presente invention a done pour objet I'utilisation de composes 
polyphenoliques comme capteurs ("scavengers") de radicaux libres dans les 
filtres de cigarettes. 

De preference, les polyphenols utilises conformement a la 
presente invention peuvent etre choisis parmi le carnosol, le rosmanol, Tacide 
rosmarinique, Tacide carnosique, et leurs derives. 

Par "derives", on entend notamment les composes derivant des 
composes polyphenoliques par substitution de Tatome d'hydrogene d'au moins 
un des groupements hydroxy des composes polyphenoliques par un 
groupement alkyle en Ci-C 6 , ou un groupement (alkyl en Ci-C 4 )carbonyle. Les 
acetates tels que les acetates de Tacide carnosique et les acetates de I'acide 
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rosmarinique sont des derives preferes des composes polyphenoliques utilises 
conformement a Pinvention. 

Par "derives" des polyphenols utilises conformement a ['invention 
tels que le carnosol, le rosmanol, I'acide rosmarinique, I'acide carnosique, on 
entend egalement les isomeres desdits polyphenols tels que notamment 
Tepirosmanol et I'isorosmanol (Nakatani et aL, Agric. Biol. Chem., 1984, vol. 
48, n° 8, pp 2081-2085). 

Ces composes peuvent etre obtenus par synthese chimique 
classique ou par voie biotechnologique, selon des precedes connus de 
Thomme du metier, lis peuvent egalement etre isoles d'extraits vegetaux. 

Lesdits polyphenols peuvent etre egalement utilises selon la 
presente invention sous la forme d'un extrait vegetal, de preference d'un 
extrait de plante de la famille des Labiees, tel que notamment d'un extrait de 
romarin (Rosmarinus officinalis LJ. 

Un tel extrait vegetal peut etre obtenu par extraction par un 
solvant polaire tel qu'un solvant alcoolique ou hydro-alcoolique. L'alcool utilise 
comme solvant peut etre notamment I'ethanol. Get extrait peut egalement etre 
avantageusement obtenu a I'aide de dioxyde de carbone supercritique et est 
alors plus riche en composes polyphenoliques. 

De maniere preferentielle, I'extrait vegetal utilise selon I'invention 
peut etre obtenu par extraction par un solvant polaire suivie par une extraction 
au C0 2 supercritique. 

[.'extraction de romarin est realisee de preference sur des plantes 
sechees, par exemple sur des branches de romarin, coupees et sechees au 
soleil pendant 4 a 5 jours. 

Les composes polyphenoliques ou leurs derives, obtenus par 
synthese chimique, par voie biotechnologique, ou par extraction a partir de 
vegetaux, peuvent etre utilises seuls ou en melange conformement a 
('invention. 

De maniere preferentielle, un melange de carnosol, d'acide 
carnosique et d'acide rosmarinique peut etre avantageusement utilise. 
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Les composes polyphenoliques ou leurs derives peuvent etre 
utilises sous forme libre ou peuvent etre conjugues ou couples a un support 
(•'carrier") permettant d'augmenter le poids de I'ensembie polyphenols-support. 

Des microbilles peuvent en particulier servir de support. Elles 
peuvent par exemple etre constitutes de plastique (polystyrene ou autre) ou 
de verre. 

Les composes polyphenoliques peuvent etre incorpores dans les 
filtres de cigarettes a un taux de 0,5 mg a 0,5 gramme, de preference 0,002 a 
0,1 gramme, de preference 0,01 gramme. 

Lorsque les composes polyphenoliques sont dissous dans un 
soivant, on peut avantageusement imbiber le filtre de la cigarette avec ledit 
solvant contenant les polyphenols puis proceder a Pevaporation dudit soivant. 
Plus particulierement, le filtre de la cigarette peut etre imbibe avec un extrait 
vegetal alcoolique ou hydro-alcoolique puis soumis a une evaporation du 
soivant alcoolique ou hydro-alcoolique. 

Les composes polyphenoliques ou leurs derives peuvent etre 
egalement dissous dans une huile saturee, et ainsi incorpores dans le filtre de 
la cigarette. 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation 
d'un filtre de cigarette dans lequel on incorpore audit filtre de cigarette des 
composes polyphenoliques choisis parmi le carnosol, le rosmanol, Tacide 
rosmarinique, Tacide carnosique, et leurs derives. 

L'invention a encore pour objet un filtre de cigarette obtenu par le 
procede ci-dessus. Un tel filtre permet de reduire la quantite de molecules a 
radicaux libres presents dans la fumee de cigarette. 

Les auteurs de la presente invention ont decouvert que les 
polyphenols ou leurs derives incorpores dans le filtre d'une cigarette captent 
les radicaux libres des molecules cytotoxiques presentes dans la fumee de 
cigarette, aussi bien dans la phase aqueuse que dans la phase solide de la 
fumee, qui est constitute essentiellement de goudrons. 
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Ces molecules cytotoxiques favorisent 1'apparition de cancers 
chez les fumeurs, notamment du cancer des poumons. 

Les polyphenols ou leurs derives incorpores dans le filtre d'une 
cigarette presentent egalement, d'une part, une inhibition de I'activite des 
composes carcinogenes, par reduction de ta formation d'amines 
heterocycliques, lors de la combustion du tabac et, d'autre part, une 
detoxification des composes carcinogenes, tels que le benzopyrene. 

La figure et les exemples suivants illustrent I'invention sans en 
limiter la portee. 

La figure annexee est un graphe representant I'intensite du 
signal, en resonance paramagnetique electronique, des radicaux terbutyloxy 
dans la phase gazeuse de la fumee de cigarette en fonction de la quantite 
d'extrait de romarin incorpore dans le filtre. 

EXEMPLE 

A - Preparation d'un extrait de romarin. 

Des epis de romarin (Rosmarinus officinalis L.) sont soumis a une 
extraction par de fethanol, a 65°C. Le volume d'ethanol utilise (en litres) 
correspond a cinq fois le poids en kg des epis de romarin. 

Uextrait est ensuite purifie et enrichi en polyphenols par 
extraction selective au C0 2 supercritique. Selon le reglage de la temperature 
entre 40°C et 100°C et de la pression entre 1 a 170 bars, Textrait est purifie et 
enrichi de fagon selective en ses differents composants. 

Un tel extrait contient les composes suivants : 

- carnosol, 

- rosmanol, 

- rosmadial, 
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- acide carnosique, 

- genkwanine, 

- acide rosmarinique... 

Les proportions de ces differents composants varient selon le 
plant de romarin utilise. Generalement, on obtient un extrait comprenant 
environ 25 % d'acide rosmarinique, environ 10 % d'acide carnosique et 
environ 5 % de carnosol. 

B - Incorporation de I'extrait dans un filtre de cigarette. 

Un filtre de cigarette est imbibe avec soit I'extrait prepare, 
I'ethanol etant ensuite evapore, soit une phase huileuse a base de 
CRODAMOL® (Frangaise d'Aromes et Parfums), dans lequel est dissoute une 
poudre obtenue par sechage de I'extrait prepare ci-dessus. 

C - Efficacite du filtre contenant les polyphenols. 

1 . Modelisation assistee par ordinateur : 

L'efficacite du filtre de cigarette ainsi prepare est mise en 
evidence dans un premier temps par modelisation assistee par ordinateur, 
selon la methode de Monte-Carlo, qui permet de calculer le nombre de 
rencontres entre une molecule cible carcinogene et un compose 
polyphenolique utilise conformement a Tinvention. 

Le nombre de molecules cytotoxiques a radicaux libres presents 
dans la fumee de cigarette a ete calcule de part et d'autre du filtre. 

Le nombre de molecules cytotoxiques est fonction du volume de 
fumee passant par le filtre, du volume du filtre, de la concentration en 
molecules cytotoxiques dans la fumee et de la concentration en polyphenols 
dans le ftltre. 
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Les auteurs de la presente invention ont ainsi montre que 0,01 g 
cle Textrait de romarin incorpore dans le filtre d'une cigarette permet de reduire 
de plus de 70 % le taux de molecules a radicaux libres cytotoxiques dans la 
furnee de cigarette. 

2. Resonance paramagnetique electroniaue : 

L'activite anti-radicalaire de I'extrait comprenant du carnosol, de 
I'acide rosmarinique et de I'acide carnosique a ete confirmee par une 
spectroscopie de Resonance Paramagnetique Electronique (RPE) mettant 
eventuellement en ceuvre la methode dite de "spin trapping". 

a. Matehels et m6thodes 

La RPE est une technique qui permet d'etudier directement ou 
indirectement des substances paramagnetiques. Les composes 
paramagnetiques sont des molecules possedant un electron celibataire non 
apparie sur leur demiere couche de valence. On designe de telles substances 
par le terme de radicaux. Lorsque ces radicaux ont des durees de vie tres 
courtes (tres inferieure a la seconde) il est avantageux d'utiliser la technique 
dite de "spin trapping". Elle consiste a utiliser des piegeurs capables de 
stabiliser les radicaux produits par la formation d'un adduit et ainsi de les 
mesurer pendant plusieurs minutes. Cette reaction se fait de la fagon suivante: 

Radical duree de vie courte + piegeur adduit 

(paramagnetique) (diamagnetique) (paramagnetique) 

Le DMPO (5,5 f dimethyl pyrroline-N-oxyde) a ete utilise comme 

"piegeur". 

Activity anti-radicalaire sur les radicaux produits dans la 
phase gazeuse de la fum6e de cigarette : 
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Le dispositif permettant le piegeage des radicaux de la phase 
gazeuse de la fumee de cigarette est decrit dans Pryor et al, Environmental 
Health Perspectives, 1976, vol.16, pp 161-175. 

Une cigarette est placee a I'extremite d'un tel dispositif, et la 
5 phase gazeuse de la fumee, apres passage a travers un filtre de Cambridge 
(plus fin qu'un filtre de cigarettes afin de retenir les goudrons), est dissoute 
dans une solution de benzene "spin trap". 

Pour chaque mesure, le DMPO est ajuste a une concentration de 
32 mM dans une solution de benzene et la phase gazeuse de deux cigarettes 
10 est utilisee. 

Activity anti-radicalaire sur le radical semiquinone contenu 
dans la phase solide du filtre de cigarette : 

Outre les radicaux libres produits dans la phase gazeuse de la 
is fumee, des radicaux libres sont presents dans les goudrons partiellement 
stoppes par la phase solide des filtres classiques commerciaux. 

Le radical, majoritairement present dans ces goudrons et 
responsable d'une activite carcinogene bien etablie a ce jour, est de nature 
semiquinonique. Cette semiquinone qui a une grande duree de vie va pouvoir 
20 reagir au sein des cellules et ainsi produire des especes deleteres tels les 
radicaux oxy genes. 

Une seconde serie ^experience a consiste en I'etude du radical 
semiquinone contenu dans ia phase solide du filtre. Cette etude ne necessite 
pas I'utilisation de piegeurs. En effet, la detection du radical qui a une duree 
25 de vie tres longue, se fait in situ sur le filtre recupere. 

b. Resultats 

Efficacite en solution de I'extrait de romarin sur le ptegeage 
des radicaux libres produits dans la phase gazeuse. 

30 Af,n d'evaluer la capacity de I'extrait de romarin a pieger les 

radicaux de la phase gazeuse de la fumee de cigarette en solution dans le 
benzene, on a evalue I'intensite du signal en RPE des radicaux terbutyloxy en 
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fonction de la quantite d'extrait de romarin ajoute dans la solution de piegeage, 
exprimee en gramme de poudre d'extrait seche. 

La diminution du signal indique que I'extrait de romarin a une 
Vitesse de piegeage des radicaux superieure a celle du DMPO (cf figure). 

Efficacit6 de I'extrait de romarin sur le piegeage des radicaux 
produits dans la phase gazeuse, apres impregnation du nitre avec 
I'extrait de romarin s6ch6 et dissous dans le CRODAMOL ® : 

Le filtre a ete impregne avec 250 ul de la phase lipidique a base 
de CRODAMOL®, contenant 10 mg/ml de poudre d'extrait sec de romarin. 

L'analyse par RPE du spectre du radical terbutyloxy (tBuO°) 
dissous dans le benzene a permis d'observer une diminution de 65 % du 
signal de I'adduit DMPO/tBuO°. Ce resultat montre que I'extrait de romarin 
utilise est efficace pour inhiber la formation des radicaux tBuO°. 

Efficacite de I'extrait de romarin sur le ptegeage des radicaux 
produits dans la phase solide, apres impregnation du filtre avec I'extrait 
de romarin s6ch6 et dissous dans le CRODAMOL® : 

Parallelement a I'experience real i see ci-dessus, le signal du 
radical semiquinone present dans le filtre de cigarette a ete evalue. 

Une diminution d'environ 63 % du signal de la semiquinone a ete 
observee apres traitement du filtre avec I'extrait du romarin. De plus, il est 
interessant de noter qu'il n'apparait pas de nouveaux signaux pouvant indiquer 
la formation de nouveaux radicaux dus au piegeage par I'extrait de romarin. En 
consequence, ces resultats montrent que I'extrait de romarin est actif quant a 
sa capacite a eteindre ie signal de la semiquinone, et qu'il ne subit pas, lors de 
cette reaction, de transformation generant un nouveau radical. 
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REVEND1CATIONS 



1. Utilisation de composes polyphenoliques ou de leurs derives 
comme capteurs de radicaux libres dans les filtres de cigarette. 
5 2. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle les composes 

polyphenoliques sont choisis parmi le carnosol, le rosmanol, I'acide 
rosmarinique, Pacide carnosique, et leurs derives. 

3; Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2 dans laquelle 
les composes polyphenoliques sont constitues d'un melange de carnosol, 
10 d'acide carnosique et d'acide rosmarinique. 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 3 dans laquelle 
les composes polyphenoliques sont presents sous la forme d'un extrait 
vegetal. 

5. Utilisation selon la revendication 4 dans laquelle ledit extrait 
is vegetal est un extrait de romarin. ; ^ — i ^wv 

6. Utilisation selon I'une des revendications 4 ou 5 dans laquelle 
ledit extrait vegetal est obtenu par extraction dans un solvant alcoolique ou 
hydro-alcool ique. 

7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 
20 precedentes dans laquelle les composes polyphenoliques sont couples a un 

support de type polymere. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 
precedentes dans laquelle les composes polyphenoliques ou leurs derives 
sont incorpores dans un filtre de cigarette a un taux de 0,5 mg a 0,1 gramme, 

25 de preference 0,01 gramme. 



9. Procede de preparation d'un filtre de cigarette dans lequel on 
incorpore audit filtre de cigarette des composes polyphenoliques tels que 
definis dans I'une quelconque des revendications 2 a 8. 

10. Filtre de cigarette obtenu par le procede selon la 
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revendication 9. 



THIS PAGE BLANK (uspro) 



WO 99/33365 



PCT/FR98/02868 




33SHVWyON 3dd 31ISN31NI 



THIS PAGE BLANK (uscro) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



I latlonal Application No 

PCT/FR 98/02868 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 A24D3/14 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIE LOS SEARCH EO 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 A24D 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 128, no. 138713, 

5 January 1998 
Columbus, Ohio, US; 
page 328; 
XP002098506 

see abstract 

6 CN 1 145 206 A (BEIJING CIGARETTE 
FACTORY) 19 March 1997 

WO 96 10929 A (G.L.A.D. SA) 18 April 1996 
see the whole document 

WO 94 00138 A (VYREX CORPORATION) 
6 January 1994 

see page 9, line 2 - line 8; claims 

-/-- 



| X I Furtner documents are listed in the continuation of box C. 



Relevant to claim No. 



1,4,9,10 



1 

1-10 



)( Patent family members are listed in annex. 



Special categories of cited documents : 



"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



30 March 1999 



Date of mailing of the international search report 



26/04/1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswiik 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Lepretre, F 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



lationai Application No 

PCT/FR 98/02868 



C.<Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category J Citation of document, wrth indication.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 
A 



DATABASE WPI 
Week 9414 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

AN 94-114240 
XP002098507 

& JP 06 062824 A (KY0D0 NYUGYO KK) 
see abstract 

DATABASE WPI 
Week 9324 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

AN 93-190688 
XP002098508 

& JP 05 115273 A (UEN0YA BIK0EN YG ) 
see abstract 



US 5 026 550 A (AESCHBACH ET AL.) 
25 June 1991 

FR 2 564 296 A (GRENET) 22 November 1985 



9,10 



r orm PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 



INTE 



R^l 



ATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



I .at I on a I Application No 

PCT/FR 98/02868 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 9610929 A 


18-04-1996 


LU 


88544 


A 


29-04-1996 






AU 


3531895 


A 


02-05-1996 






EP 


0871380 


A 


21-10-1998 



W0 9400138 A 06-01-1994 US 5308874 A 03-05-1994 

AU 699132 B 26-11-1998 

AU 4253793 A 24-01-1994 

CA 2147348 A 06-01-1994 

EP 0746330 A 11-12-1996 

US 5461080 A 24-10-1995 



US 5026550 A 25-06-1991 


CH 


672048 


A 


31-10-1989 




AT 


75585 


T 


15-05-1992 




AU 


2148888 


A 


16-03-1989 




CA 


1321100 


A 


10-08-1993 




DE 


3870777 


A 


11-06-1992 




EG 


18308 


A 


30-10-1992 




EP 


0307626 


A 


22-03-1989 




GR 


3004542 


T 


28-04-1993 




IE 


61538 


B 


16-11-1994 




JP 


1108952 


A 


26-04-1989 




JP 


6057118 


B 


03-08-1994 




MX 


169362 


B 


30-06-1993 




OA 


8914 


A 


31-10-1989 






; .88517 


A,B 


01-10-1988 



FR 2564296 A ^22-11-1985 NONE 



Form PCT/ISA/2 10 (patent family annex) (July 1992) 



this page wmmm 



WO 99>33365 PCT/FR98/02868 

10 

REVINDICATIONS MODIFIEES 

[re9ues par le Bureau international le 21 juin 1999 (21 .06.99); 
revendications originates 1-10 remplacees par les revendications 1-12 (2 pages)] 



5 1. Utilisation de composes polyphenoliques ou de leurs derives 

presents sous la forme d'un extrait de romarin, comme capteurs de radicaux 
libres dans les filtres de cigarette. 

2. Utilisation de composes polyphenoliques choisis parmi le 
carnosol, le rosmanol, I'acide rosmarinique, I'acide carnosique, et leurs derives 

10 comme capteurs de radicaux libres dans les filtres de cigarette. 

3. Utilisation selon la revendication 2 dans laquelle les composes 
polyphenoliques sont constitues d'un melange de carnosol, d'acide carnosique 
et d'acide rosmarinique. 

4. Utilisation selon la revendication 2 dans laquelle les capteurs 
15 de radicaux libres sont sous la forme d'un melange compose en tout ou partie 

de carnosol. 

5. Utilisation selon la revendication 2 dans laquelle les capteurs 
de radicaux libres sonf sous la forme d'un melange compose en tout ou partie 
d'acide carnosique. 

20 6. Utilisation selon Tune des revendications 2 ou 3 dans laquelle 

les composes polyphenoliques sont presents sous la forme d'un extrait 
vegetal. 

7. Utilisation selon la revendication 4 dans laquelle ledit extrait 
vegetal est un extrait de romarin. 
25 8. Utilisation selon Tune des revendications 1, 6 ou 7 dans 

laquelle ledit extrait vegetal est obtenu par extraction dans un solvant 
alcoolique ou hydro-alcoolique. 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes dans laquelle les composes polyphenoliques sont couples a un 

30 support de type polymere. 

10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes dans laquelle les composes polyphenoliques ou leurs derives 



FEUILLE M0DIFIEE (ARTICLE 19) 



m m 

WO 99/33365 PCT/FR98/02868 

11 

sont incorpores dans un filtre de cigarette a un taux de 0,5 mg a 0,1 gramme, 
de preference 0,01 gramme. 

11. Procede de preparation d'un filtre de cigarette dans lequel on 
incorpore audit filtre de cigarette des composes polyphenoliques tels que 
definis dans Tune quelconque des revendications precedentes. 

12. Filtre de cigarette obtenu par le procede selon la 
revendication 11. 
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